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서      론
  세포는 무한정 분열하지 않고 어느 적당한 시간이 되면 
분열이 멈추는 노화(senescence) 단계에 다다르게 된다. 이
는 telomere의 소실로 인한 현상으로써 telomere는 세포가 
노화로 이르게 되는 것을 조절해 준다(1). 이와 같이 ‘mitotic 
clock'으로 작용하는 telomere는 염색체 말단의 단순 반복된 
DNA 절편으로써 인간에서는 염기서열이(TTAGGG)n로 이
루어져 있다(2). Telomere의 기능은 핵 안에서 염색체를 보
호하면서 다른 염색체와의 비정상적인 결합을 방지하고 
DNA복제를 도와주는 역할을 하면서, 세포 분열 시에는 염
색체 분리를 돕는다(3). DNA polymerase의 ‘end-replication 
problem'에 의하여 염색체가 한 번 분열 시 telomere에서 보
통 50∼200 nucleotide가 제거된다(4). 따라서 지속적인 telo-
mere 감소는 결국 세포 주기를 지연시키고, 세포노화를 유
발하여 세포가 죽게 된다(5).
  Telomere는 telomerase라는 효소에 의해 길이가 유지되는
데 telomerase는 리보핵단백질(6)로 자체의 RNA 주형을 가
지고 역전사를 하여 telomere에 TTAGGG의 반복서열을 붙
여줌으로써 telomere의 길이를 유지시켜준다. Telomerase의 
구조는 telomere의 상보적인 서열을 가지는 RNA (TR)와 
catalytic 기능을 가진 TERT와의 복합체로 이루어져 있다. 
hTR은 telomere와 상보적인 결합을 하는 부분이며(7) telo-
merase를 구성하고 활성을 조절하는 단백질에는 hTR과 결
합하는 단백질인 telomerase associated protein 1 (TEP1)과 역
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  Purpose: Activation of telom erase is proposed to be  
an essential step in cancer cell imm ortalization and  
cancer progression. 3’-azido-2’,3’-dideoxythymidine (AZT), 
a reverse transcriptase inhibitor, was reported to be 
incorporated in telom eric sequences of imm ortalized  
cells in culture and to suppress the activity of telomerase
and the cell proliferation. In this study, after induction of
cancer cell senescence with long-term treatment of AZT,
we investigated the dynam ics of telom erase subunits  
(hTERT, hTR, TEP), transcription factors (c-Myc, Mad1), 
telom erase activity, and finally, telomere length in a  
hum an breast cancer cell line.
  Materials and Methods: Human breast cancer cell 
(MDA-MB-231) was treated with AZT. Senescence was 
m easured by senescence-associated β-gal staining and  
apoptosis was counted by dTd enzym e assay. Telo -
m erase activity (by TRAP assay), expression of telom e-
rase subunit genes (by RT-PCR and real-tim e PCR) and
telom ere length (by Southern  blot analysis) were mea-
sured after the AZT treatment.
  Results: We found evidences of senescence, apoptosis
and growth delay after AZT treatment. In addition, AZT- 
treated cancer cells showed inhibition of telomerase 
activity and shortening of telomere length in a dose- and
duration-dependent way. Among the telomerase subunits,
hTERT and c-Myc were the first factors to change after
AZT treatment, subsequently, followed by the changes of
hTR, Mad1 and TEP.
  Conclusion: The suppression of hTERT and c-Myc by
AZT treatm ent was the initial genetic phenom enon, sub -
sequently followed by the changes of hTR, Mad1 and TEP.
(Cancer Research and Treatm ent 2002;34:223-233)
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전사 효소의 활성을 가지는 단백질인 hTERT가 있다(8). 
hTERT는 hTERT에서만 특징적으로 나타나는 T-motif와 모
든 역전사 효소에서 일반적으로 나타나는 6개의 motif로 구
성되어 telomerase의 활성에 직접적인 관련이 있다. hTERT
의 발현조절은 hTERT의 promoter 부분에 전사조절인자의 
결합으로 인한 전사 조절 작용과 alternative splicing, 또한 
전사후 조절작용으로 hTERT 단백질의 인산화 현상이 알려
졌다(9,10). 대표적으로 전사조절인자에는 hTERT의 발현을 
증가시키는 c-Myc(11)과 반대작용을 하는 Mad(12)가 알려
져 있다.
  계속된 세포분열로 인하여 telomere가 짧아지게 되면 
‘Hayflick limit'이라는 상태에 이르러 세포는 수명이 다하여 
죽게 되지만, 일부 세포는 이때 어떤 요인에 의해 세포노화
를 극복하게 되는 형질전환이 일어난다. 이후 형질 전환된 
세포 중에서 대부분은 telomerase가 활성화 되지 않기 때문
에 crisis에 도달하여 죽게 되지만 telomerase가 활성된 일부 
세포는 불멸화된다. 불멸화 되는 과정에는 telomerase의 활성
에 의해서, 또는 telomere의 길이를 유지시킬 수 있는 다른 
대체적인 기전이 작용하기도 한다(13).
  Telomerase는 대부분의 정상세포에서는 발현되지 않고 
줄기 세포나 생식 세포에서 활성화되어 있다. 특징적으로 
암세포에서 높은 활성을 나타내며 진행된 암일수록 그 활
성도가 높다(14). 그러므로 telomerase의 활성을 억제한다면 
암의 증식도 억제할 수가 있어 실제로 telomerase를 억제하
여 암의 증식을 억제하려는 연구가 많이 행해지고 있다. 예
를 들어, hTR을 억제하기 위해 hTR에 대한 anti-sense nucle-
otide를 처리하거나(15), hammerhead ribozyme을 제작하거
나, catalytic component인 hTERT를 억제하기 위한 연구들이 
그것들이다.
  Telomerase는 RNA 성분들과 복합체를 이루어 존재하는 
역전사 효소(reverse transcriptase: RT)이므로 hTERT에 대한 
억제제를 사용하여 telomerase의 활성을 억제시킬 수가 있
다. 3'-azido-2',3'-dideoxythymidine (AZT)와 같은 역전사 효
소 억제제가 이러한 개념으로 연구되고 있고 AZT는 처음 
ADIS의 치료에 사용되었는데 그 작용기전은 AZT가 세포 
내에서 thymidine kinase에 의해 AZT-MP로, thymidylate kinase에 
의해 AZT-DP로, 그리고 nucleoside diphosphate kinase에 의
해 AZT-TP로 인산화되며, AZT-TP는 바이러스 역전사 효소 
활성을 저해할 뿐 아니라 바이러스 DNA의 thymidine 자리
에 대신 들어가서 DNA 합성을 막는다(16,17). AZT-MP는 
바이러스 DNA로 삽입되어 바이러스 DNA의 복제를 종결
시키고 template와 primer의 결합을 불활성화시킨다(18). 그
러나 AZT의 치료법은 골수세포의 증식을 억제하고 빈혈과 
호중구 감소증을 유발하는 등 여러 가지 부작용을 초래하
였고, 또한 세포 배양시 세포에 독성을 주었으며, 동물모델
에서 AZT의 투여는 암을 유발하기도 하였다(19,20). 동물모
델에서는 AZT의 독성이 너무 강하여 직접적인 항암제로 
사용되는 것은 힘들지만, AZT는 telomeric DNA에 결합하여 
telomerase의 활성과 telomere를 감소시키므로 in vitro 모델
에서 AZT에 의한 telomerase의 활성을 연구하기에는 좋은 
약제이다.
  본 연구에서는 역전사 효소 억제제를 투여하여 세포노화
를 유도하는 과정에서 telomerase subunit 변화의 역학 관계
와 telomere, telomerase 활성도의 변화 관계를 조사함으로써 
telomerase 활성의 억제를 위한 중요한 생물학적 자료를 정
립하였다.
재료 및 방법
    1) 연구 재료
  유방암 세포주인 MDA-MB-231 (ATCC HTB 26)을 37oC, 
5% CO2의 배양기에서 계대배양하면서 실험에 이용하였다. 
Primer는 GENSET (Singapore Biotech, Singapore)에서 구입하
여 사용하였으며, 동위원소는 Amersham Pharmacia (Piscata-
way, NJ)에서, 시약은 Sigma (St Louis, MO)에서 구입하여 
사용하였다
    2) 연구 방법
  (1) 세포배양: MDA-MB-231을 minimum essential medium 
(GIBCO BRL, Grand Island, NY) 배양액에 열로 비활성화 
시킨 10% 우태아혈청(GIBCO BRL)과 penicillin 100 unit/ml
과 streptomycin 100μg/ml (GIBCO BRL)을 첨가하여 37oC, 
5% CO2 하에서 배양하였다. 세포는 완전히 증식한 뒤 he-
mocytometer로 수를 세고 획득한 세포를 5배로 희석하여 새 
배양용기에 배양하였다. 0.25% Trypsin-EDTA (GIBCO BRL)
를 사용해 세포를 획득하여 실험에 사용하고 나머지는 
-70oC에 냉동 보관하였다. 세포의 population doubling (PD)
은 공식에 의하여 구하였다. 2PD =(dilution factor), log 
2PD=log (dilution factor), PD=log (dilution factor)/log 2=log 
5/log 2=2.32, PD=2.32×(passage number)
  (2) MTT 실험에 의한 세포 독성도 측정: MTT 검사는 실
험에 사용할 약물 농도를 결정하고자 실행하였다. 배양된 
MDA-MB-231 세포를 0.25% Trypsin-EDTA를 사용하여 단
일 부유된 세포로 만든 후, trypan blue로 염색하여 세포의 
수를 계산한 다음, 5×103개에 해당하는 세포를 96-well 
plate에 분주하였다. 각각의 분주된 세포를 37oC, 5% CO2의 
배양기에서 16시간 배양한 후 AZT를 농도별로 희석하여 
분주하였고, 대조군에는 약제대신 동량의 생리 식염수를 
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첨가하였다. Plate를 4일간 배양한 후 2 mg/ml MTT 50μ1를 
각 well에 첨가하여 세포배양기에서 4시간 배양하였다. 배
양이 끝난 plate를 450×g에서 10분간 원심 분리하였다. 바
닥의 formazan 결정이 제거되지 않도록 주의하면서 상층액
을 제거하고 150μl의 DMSO를 첨가하여 37oC에서 10분 동
안 formazan 결정을 용해시켰다. ELISA reader로 540 nm에
서 흡광도를 측정한 후 실험군의 색소흡수율을 대조군이 
색소흡수율과 비교하여 생존율을 구하였다. 구하여진 생존
율을 바탕으로 각 세포마다 약제에 대한 inhibitory 
concentration, 10% (IC10), 20% (IC20)의 농도를 구하여 세포
배양에 사용될 농도로 결정하고 실험 시 배지에 첨가하였
다.
  (3) 세포 성장률 측정: 약물에 의한 세포 성장률 변화를 
측정하기 위하여 5×104개 세포를 culture plate에 배지와 함
께 각각 접종하였다. 24시간 간격으로 6일간 매일 세포 수
를 hemocytometer를 사용하여 측정하였다. 세포 수의 측정
은 3개의 well에서 측정한 값을 평균내어 구하였다. 날짜별
로 얻어진 세포 수의 평균 값으로 세포 성장 곡선을 그리고 
성장억제율을 측정하였다.
  (4) Senescence-associated (SA) β-gal stain: β-galacto-
sidase를 이용하여 세포노화 현상을 측정하였다. 세포를 
24-well plate에 5×104개를 분주한 다음 16시간 37oC, 5% 
CO2의 배양기에서 배양하였다. 세포가 plate에서 떨어지지 않
도록 phosphate buffered-saline (PBS)로 세척한 다음 2% for-
maldehyde/ 0.2% glutaraldehyde (또는 3% formaldehyde)로 상
온에서 5분간 고정시켰다. PBS로 고정액을 제거한 다음 
senescence- associated-galactosidase stain 용액 [40 mM citric 
acid/sodium phosphate buffer (pH6.0), 5 mM potassium 
ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, 2 mM 
MgCl2]에 20 mg/ml X-gal 용액을 mg/ml이 되도록 첨가한 뒤 
37oC에서 16시간동안 반응시켰다. 반응이 끝나면 PBS로 세
척한 다음 현미경으로 염색된 부분을 확인하였다. 100배의 
배율에서 현미경으로 관찰하면서 같은 부분이 겹치지 않도
록 5군데를 세었으며 총 세포 수 중에서 염색된 세포의 수
를 측정하여 평균을 내어 세포노화 정도를 측정하였다.
  (5) 세포사멸 측정: 약물에 의해 DNA 손상을 받은 세포에
서 세포사멸 양상을 알아보기 위하여 Apoptaq Peroxidase In 
Situ Apoptosis Detection Kit (Intergen company, Purchase, NY)
를 사용하여 세포사멸을 측정하였다. 96-well plate에 1×104
개의 세포를 분주한 다음 16시간 배양하였다. PBS로 세척
한 후 1% paraformaldehyde로 상온에서 10분간 고정시킨 후 
ethanol: acetic acid 2：1로 5분간 -20oC에서 고정시켰다. 
Kit 내에 포함된 완충액과 dTd 효소를 사용하여 37oC, 1시
간 동안 배양한 후 효소 반응을 정지시켰다. Diaminobenzidine 
(DAB, DAKO Corporation, Carpinteria, CA)로 30초 동안 발
색시키고 0.5% methyl green을 상온에서 15분간 반응하여 
배경 염색을 한 후 현미경으로 염색된 부분을 확인하였다. 
100배의 배율에서 현미경으로 관찰하면서 같은 부분이 겹치
지 않도록 5군데를 세었으며 총 세포 수 중에서 염색된 세포
의 수를 측정하여 평균을 내어 세포사멸 정도를 측정하였다.
  (6) TRAP assay에 의한 telomerase 활성도 측정: Telomerase
의 활성은 telomeric repeat-amplification protocol (TRAP) 
assay의 변형된 방법에 의해 측정하였다(22). Telomerase 활
성화의 양성 대조군은 telomerase 활성도 양성으로 알려진 
293세포(ATCC CRL 1573)의 리보핵 단백질로 하였다. 리보
핵단백질 대신 CHAPS lysis buffer을 넣은 검체를 음성 대조
군으로 하여 TRAP 반응의 정확성을 부여하였다. 일부 세포
에 Taq polymerase 억제제가 포함되어 있기 때문에 PCR을 
억제하는 효과를 가져올 수 있으므로 36염기쌍을 만드는 
internal control primer 쌍으로 PCR의 적절성을 평가하였다. 
세포를 PBS로 세척하고 TRAP 세척 용액[10 mM HEPES- 
KOH (pH7.5), 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 1 mM dithiothreitol]
을 넣고 10,000×g, 4oC에서 1분간 원심 분리하였다. 세포를 
가라앉힌 후 차가운 lysis buffer [10 mM Tris-HCl (pH7.5), 
1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1 mM PMSF, 5 mM-mercaptoe-
thanol, 10% glycerol]를 넣은 후 잘 섞어 30분간 얼음에서 
반응시켰다. 반응액은 14,000×g, 4oC에서 30분간 원심분리
하여 상층액을 취하여 리보핵단백질을 분리하고 Bradford 
method로 단백질을 정량하였다. 0.5μg의 리보핵단백질을 
0.1μg TS (5'-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3'), 0.1 mg BSA, 
62.5 M deoxynucleotide triphosphates (dNTPs)를 포함한 TRAP 
용액[20 mM Tris-HCl (pH8.3), 1.5 mM MgCl2, 63 mM KCl, 
0.005% Tween 20, 1 mM EGTA]에 30분간 30oC에서 반응시
켰다. 반응액을 PCR용액과 1.5 mM MgCl2, 40 nM dNTP, 4 ng 
NT primer (ATCGCTTCTCGGCCTTTT), 3.2×10-21 M TSNT 
primer (AATCCGTCGAGCAGAGTTAAAAGGCCGAGAAG 
CGAT), 50 ng ACX primer (GCGGCGGCTTACCCTTACCC 
TTACCCTA), 1.25 unit Taq polymerase (GIBCO BRL), 2.5
μCi [α-32P]dCTP (Amersham Pharmacia)를 첨가하여 PCR을 
시행하였다. Thermocycle은 94oC에서 3분 동안 가열한 뒤 
94oC에서 30초, 60oC에서 30초를 27회 반복하고 PCR 결과
물을 12% polyacrylamide gel에 전기영동하고 말린 후 auto-
radiography하였다. Telomerase 활성화의 정량분석은 R8 
control template (R8)을 이용하여 수행하였고 공식에 의하여 
total product generated (TPG)를 구하였다. TPG=[{(T-B)/CT}/ 
{(R8-B)/CR8}]×100 (T: total intensity of telomerase-mediated 
bands from tested extract, B: intensity from the negative control 
(background), CT: intensity from IC of tested extract, R8: 
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intensity from R8 control, CR8: intensity from IC of R8).
  (7) RT-PCR에 의한 telomerase subunits (hTERT, hTR)의 
발현 정도 측정: TRIzol-reagent (GIBCO BRL)를 이용하여 
RNA를 분리한 후 정량하였다. cDNA 합성과정은 First 
Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Lith-
uania)를 사용하였다. 방법은 1.6μg의 RNA에 1 mM dNTPs, 
0.2μg random hexamer primer, 20 units ribonuclease inhibitor, 
40 units M-MLV reverse transcriptase가 포함된 반응 용액
[250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 
50 mM DTT]을 섞어 37oC에서 1시간 동안 반응시키고 70oC
에서 10분간 가열해 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA를 
1.5μCi [α-32P]dCTP, 5 mM dNTP, 1.5 units Taq polymerase
를 넣어 PCR을 시행하였으며 hTERT의 PCR 반응은 5 pM 
primer TERT 1784S (CGGAAGAGTGCTCTGG AGCAA), 
TERT 1928A (GGATGAAGCGGAGTCTGGA)와 정량적인 
측정을 위하여 β-actin primer 774 (GGGAATTCAAAACT 
GGAACGGTGAAGG), 775 (GGAAGCTTATCAAAGTCCT 
CGGCCACA)를 2.5 pM씩 섞어 PCR 증폭반응을 시행하였
다. 처음 94oC에서 3분간 변성반응을 시킨 후 94oC 30초, 
60oC 30초, 72oC 30초 동안 30회 반복하였으며 hTR의 PCR
은 2.5 pM primer TR-46S (CTAACCCTAACTGAGAAGG 
GCGTAG), TR-148A (GAAGGCGGCAGGCCGAGGCTTTT 
CC)와 5 pM β-actin internal control primer 5899 (CAGGT 
CATCACCATTGGCAATGAGC), 5900 (CGGATGTCCACGT 
CACACTTCATGA)을 같이 첨가한 후 94oC에서 3분간 변성
반응을 시킨 후 94oC 30초, 60oC 30초, 72oC 30초 동안 22회 
반복하여 PCR반응을 수행하였다. PCR 반응물은 5% pol-
yacrylamide gel에 전기영동하여 말린 후 autoradiography하
였다. 정량분석은 각각 sample의 β-actin internal control에 대한 
PCR결과 생성된 band의 intensity를 수치화하여 비교하였다.
  (8) Real-Time PCR을 이용한 TEP, c-Myc, Mad1의 발현 
정도 측정: 위의 방법으로 합성한 cDNA를 사용하여 telo-
merase subunits와 중요한 전사조절인자로 알려진 유전자에 
대해 realtime PCR을 수행하여 그 발현정도를 비교하였다. 
발현도를 비교하고자 한 유전자는 hTERT, hTR, c-Myc, 
Mad1, TEP이며 β-actin을 사용하여 정량분석을 시행하였고 
사용한 primer 염기서열은 다음과 같다. c-Myc-S (5'-AAG 
TCCTGCGCCTCGCAA-3'), c-Myc-AS (5'-GCCTGTGGCCT 
CCAGCAGA-3'), Mad1-S (5'-TTCAGACTTGGACTGTGTC 
A-3'), Mad1-AS (5'-ACGCTGAGAGATGAAGTTGT-3'), TEP-S 
(5'-TCAAGCCAAACCTGAATCTGAG-3'), TEP-AS (5'-CCC 
GAGTGAATCTTTCTACGC-3'). 합성된 cDNA에 QuantiTect 
SYBR Green PCR Kit (QIAGEN, Santa Clarita, CA)를 사용하
였다. Kit 내 포함된 HotstarTaq DNA polymerase, QuantiTect 
SYBR Green PCR buffer, dNTP mix including dUTP, SYBR 
Green I, ROX (passive reference dye), 5 mM MgCl2가 포함된 
반응용액에 QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix를 첨가
하였으며 각각 PCR 과정마다 비교하고자 하는 primer 0.5μM
를 첨가하여 최종 20μl로 PCR을 수행하였다. Rotor-Gene 
2072D (Corbett Research, Australia)를 사용하여 처음 95oC에
서 15분간 반응시킨 후 94oC에서 15초, 60oC에서 20초, 72oC
에서 20초씩 45회 반복하여 PCR 과정을 실시하였다. 실험
은 3회 반복하여 평균값을 구하였다
  (9) Southern blot hybridization에 의한 terminal restriction 
fragment (TRF) 측정: 세포를 300μg/ml Proteinase K와 50μg/ml 
RNase A가 포함된 DNA lysis buffer로 분해한 후, phenol/ 
chloroform 추출법과 ethanol 침전법으로 DNA를 추출하여 
정량하였다. 10μg의 DNA를 제한효소 Hinf (Promega, Madison, 
WI) 15 unit으로 DNA를 절단한 후, 0.8% agarose gel에 전기 
영동하였다. Gel을 증류수로 세척한 후 변성용액(0.5 M 
NaOH, 1.5 M NaCl)으로 상온에서 30분 동안 흔들어 주는 
변성과정을 2번 반복하였고, 증류수로 gel을 세척한 다음 
중화용액(1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-Cl, pH 8.0)으로 상온에서 
30분 동안 흔들어 주면서 중화시켰다. DNA를 Hybond-N 
membrane (Amersham Pharmacia)으로 transfer시키기 위한 
capillary transfer 장치를 준비하고 10X SSC 용액(1.5 M 
NaCl, 0.15 M sodium citrate)으로 16시간 동안 DNA transfer 
과정을 수행하였다. Transfer가 끝난 후에 UV cross linking
을 실시한 후 membrane은 42oC에서 1시간  동안 pre-hybridization
시켰다. [γ-32P]ATP (3000 Ci/mM)로 lable된 5'-[TTAGGG]6-3'
를 첨가하여 42oC에서 16시간 동안 hybridization시켰다. Pre- 
hybridization 용액은 Rapid-Hyb buffer (Amersham Pharmacia) 
을 사용하였으며 hybridization도 역시 같은 용액으로 실시하
였다. 사용된 probe는 30 pM [TTAGGG]6에 50 pM [γ-32P] 
Fig. 1. Dosage determinant of MDA-MB-231 by MTT assay
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ATP를 넣고 20 unit의 T4 polynucleotide kinase (New England 
Biolabs, Beverly, MA)를 사용하여 37oC에서 1시간 동안 반
응시켰다. 반응 후 0.1 mM EDTA (pH 8.0)으로 반응을 중단
시킨 후 MicroSpinTM G-25 column (Amersham Pharmacia)을 
이용한 spin column chromatography 방법을 이용하였다. 
Hybridization이 끝난 membrane을 1차 세척용액 (2X SSC, 
0.2% SDS)로 15분 동안 상온에서 가볍게 흔들어 주면서 2
번 세척하고 2차 세척용액(0.1X SSC, 0.1% SDS)로 42oC에
Fig. 2. Growth curve of MDA-MB-231. CT (◆): control, DL (□): low dose, DH (△): high dose, PDs: population doublings.
Fig. 3. Expression of senescence by SA β-gal stain in MDA-MB-231. CT (◆): control, DL (□): low dose, DH (△): high dose, PDs: 
population doublings.
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서 10분간 세척한 후 0.1X SSC로 씻고 난 뒤 autoradio-
graphy를 실시하였다. TRF의 평균값은 다음의 공식에 의하
여 계산하였다(4). TRF (mean) =∑ (ODi×Li)/∑ (ODi), ODi: 
signal intensity over interval i, Li: kilobase size at the middle 
of interval i.
결      과
    1) MTT assay를 이용한 AZT의 농도 결정
  AZT를 처리하였을 때 10% 세포성장 억제농도(10% growth 
inhibitory concentration, IC10)와 20% 억제농도(IC20)를 구하
였다. 낮은 농도의 AZT (low dose; DL)는 25μM로 결정하였
고 높은 농도의 AZT (high dose; DH)는 50μM로 결정하였
다(Fig. 1). 또한 약제를 처리하지 않고 같은 방법으로 대조
군(CT)의 세포를 이용하여 실험을 수행하였다.
    2) 세포 성장 곡선으로 측정한 세포의 성장률
  약제 투여 초기에는 대조군 세포와 약을 처리한 세포에서 
성장률의 차이가 없었으나 42 PD부터 성장이 지연되어 성
장 억제율이 low dose (25%)와 high dose (33%)이던 것이 90 
PD에서는 각각 50%, 66%에 이르렀다. 두 세포주 모두에서 
PD와 AZT의 농도에 유의하게 성장율이 감소하였다 (Fig. 
2).
    3) 세포노화 측정
  초기에는 세포노화에 이른 세포가 거의 관찰되지 않았으
며 42 PD에서 대조군이 2%인데 반하여 low dose (5.4%), 
high dose (5.8%)에서 2.5배 이상 증가하였다. 56 PD에서는 
10배 이상 증가하였으며 PD가 증가할수록 세포노화도 계
속 증가하였다. 형태학적으로 세포노화의 염색 정도는 핵 
주변의 세포질 부분에 푸르게 염색되는 것이 관찰되며 또
한 모양이 비정상적으로 커진 세포의 수가 증가되었다 
(Fig. 3).
    4) 세포사멸 측정
  초기 PD에서는 세포사멸 정도에 변화가, 50 PD 이후부터 
low dose, high dose에서 세포사멸이 급격히 증가하였다. 49 
PD에서 대조군(0.8%)에 비해 low dose (2.6%), high dose 
Fig. 4. Apoptosis detection by TUNEL assay in MDA-MB-231. CT (◆): control, DL (□): low dose, DH (△): high dose, PDs: population 
doublings.
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(2.9%) 모두에서 3배 이상 증가하기 시작하였고, PD가 증가
할수록 세포사멸정도도 계속하여 급격히 증가하였다(Fig. 4).
    5) TRAP assay로 telomerase 활성도 비교
  Telomerase의 활성 측정은 변형된 TRAP assay법에 의해 
시행하였다. 먼저 양성 대조군인 293 세포의 핵단백질에서
는 telomerase 활성이 관찰되었고, 핵단백질 대신 lysis buffer
만 넣은 음성대조군에서는 PCR 결과 TRAP band는 나타나
지 않고 IC band만 나타난 것으로 quality control을 시행하였
다. TRAP assay 결과, 대조군은 PD가 증가하더라도 telo-
merase가 지속적으로 활성화되었으나, AZT를 처리한 세포
에서는 telomerase의 활성이 감소하였다. 대조군과 약처리
한 세포 모두 telomerase가 상당히 활성화된 상태이었기에 
그들간의 차이를 구별하기가 쉽지 않았으나 signal을 분석
하여 보면 약하긴 하여도 대조군과 dose 세포간의 차이가 
나타났다. Low dose 세포는 42 PD 이후부터 유의하게 감소
하기 시작하였고 PD에 비례하여 감소하였다. High dose는 
초기에 telomerase 활성이 감소하여 PD가 증가하여도 감소
된 정도를 유지하였다. 결론적으로 대조군에 비해 low dose, 
high dose에서 42 PD에서 근소하게나마 감소하였다(Fig. 5).
    6) RT-PCR을 이용한 telomerase subunits의 발현 정도 
비교
  Telomerase의 주 구성 성분인 hTERT와 hTR의 발현 여부
를 RT-RCR을 통하여 관찰하였으며, 각각 PCR 과정에서 
β-actin primer를 동시에 반응시켜 정량적으로 분석하였다. 
먼저 telomerase의 효소활성의 주된 기능을 수행하는 것으
로 알려진 hTERT 발현도가 hTR보다 먼저 AZT에 의해 저
해되었다. hTERT의 발현도는 low dose에서 20 PD 이후부터 
Fig. 5. Telomerase activity of MDA-MB-231 by TRAP assay. IC: 
internal control, R8: R8 control template, +: 293 cell, -: 
lysis buffer, CT (◆): control, DL (□): low dose, DH (△): 
high dose.
PDs 0 14  42  60  72 79 14  42  60 72   79  14  42 60  72  79  + R8  –
Control
IC
DL DH
Fig. 6. Expression of hTERT and hTR mRNA of MDA-MB-231 
by RT-PCR. CT (◆): control, DL (■□): low dose, DH
(▲△): high dose.
Control
PDs 0 14 42 6072 88 14 42 60 72 88 14 42 6072 88
β-actin
β-actin
hTR
hTERT
DL DH
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대조군에 비해 발현도가 감소되기 시작하였고 PD가 증가
할수록 조금씩 더 감소되었다. High dose에서는 초기 PD부
터 hTERT의 발현이 대조군보다 감소되어 PD가 계속되는 
동안 감소된 수준을 유지하였다. hTR의 발현율은 대조군과 
비교시에 low dose와 high dose 모두에서 42 PD 이후부터 
hTR의 발현이 감소되어 나타났다(Fig. 6).
    7) Real-Time PCR을 이용한 TEP, c-Myc, Mad1의 발
현정도 비교
  Real-time PCR을 통하여 telomerase RNA와 관련된 전사조
절인자의 발현정도를 비교하였다. 먼저 RT-PCR을 통하여 
분석한 hTERT, hTR의 발현도 비교는 Real-time PCR의 결과
와 RT-PCR 결과가 비슷한 경향을 보였다. Real-time PCR의 
경우 RT-PCR 보다 검사 방법이 민감하다고 알려져 있는 대
로 본 실험에서도 발현정도가 RT-PCR로 측정한 값보다 증
폭되어 나타나는 것을 확인하였다. Low dose에서 hTERT의 
발현이 가장 먼저 감소하였으며, 그 후 세포분열이 진행되
는 동안 hTERT의 발현저해가 지속적으로 나타났다. hTR은 
20 PD 이후부터 감소하기 시작하였고, PD가 증가하는 동안 
발현이 저해된 상태를 유지하였다. c-Myc의 경우 hTERT 발
현 변화 후 즉시 감소되기 시작하였으며, 발현 경향은 
hTERT의 변화와 유사하였다. Mad1은 발현변화가 없었으
나 대체로 30 PD이후부터 변화하여 감소된 상태를 유지하
였으며, TEP는 초기 PD에서는 발현이 저해되었으나 후기 
PD에서는 비교적 안정하게 발현되었다. High dose에서도 
각 인자의 발현은 low dose와 비슷한 양상으로 나타났다. 
hTERT가 초기 PD에서부터 가장 먼저 발현이 저해되면서 
변하기 시작하였고, hTR와 c-Myc, Mad1는 10 PD부터 감소
하기 시작하였으며 TEP는 가장 나중인 42 PD 이후부터 감
소하기 시작하였다. 또한 c-Myc의 경우 hTERT와 같은 양상
으로 변하는 것을 관찰하였다. 이러한 변화는 PD이 증가할
수록 그 변화폭이 다양하였으며, high dose에서 더 심하여, 
약제투여 후 PD이 증가함에 유전자의 발현 폭의 변화가 보
다 다양하여 나타난 결과로 추정하였다. 지금까지의 결과
를 종합하면 MDA-MB-231에서는 hTERT가 가장 먼저 발현 
변화가 나타났으며, 이후 다른 여러 인자가 비슷한 시점에
Fig. 7. Expression of telomerase subunits mRNA of MDA-MB-231 by real-time PCR. PDs: population doublings, ?: control, ◆: hTERT, 
■: hTR, △: c-Myc, ○: Mad1, □: hTEP.
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Fig. 8. Length of terminal restriction fragments (TRFs) of MDA- 
MB-231 by Southern blot hybridization. CT: control, DL: 
low dose, DH: high dose, M: DNA size marker.
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서 발현변화가 나타나, c-Myc의 발현 변화 후에 hTR, Mad, 
TEP의 발현변화가 관찰되었다(Fig. 7).
    8) Southern Blot 방법에 의한 TRF 길이 측정
  Telomere의 길이를 측정하기 위하여 Southern Blot 방법을 
수행하였다. MDA-MB-231에서 대조군은 telomere 길이가 
65 PD가 증가하여도 500 base 정도 감소하였으나 low dose
와 high dose에서는 42 PD부터 500∼800 base 정도로 감소
하기 시작하여 PD가 증가할수록 급속히 감소하였으며 90 
PD정도에서는 telomere 길이의 감소율이 초기 PD보다는 감
소된 상태를 유지하였다(Fig. 8).
    9) AZT 처리 후 세포의 변화와 유전자의 발현 변화 요약
  지금까지의 결과를 종합하여 AZT를 처리한 후 나타난 
세포수준의 변화(성장율, 세포노화, 세포사멸의 변화)와 
유전자수준의 변화(telomerase 활성도, telomerase subunits, 
telomere 길이 변화)를 발현 변화 시점별로 도표화하였다 
(Fig. 9).
고      찰
  본 연구에서는 암세포에 직접적인 독성을 주지 않는 약
물농도 내에서 유방암 세포주를 역전사 효소 억제제에 장
기간 노출시킴에 따라 역전사 효소의 기능이 상실되고 
telomere 길이가 유지되지 못하여 세포노화가 발생하도록 
실험을 구성하였다. 그리고 이러한 과정에서 telomerase 
subunits에는 어떤 변화가 나타나는지 관찰하고자 하였다.
  AZT는 ADIS의 치료제로 사용되고 있고 그 주된 작용기
전은 역전사 효소 억제에 의한 telomere 연장의 억제이다
(18). 그러나 이 약제를 직접적인 항암제로 사용하기에는 
인체 내에서의 독성이 너무 강하여 배제되고 있다(19,20). 
따라서 본 연구에서는 세포에 직접적인 세포 독성을 주지 
않는 IC10, IC20 범위의 농도에서 AZT에 의한 역전사 효소 
억제 현상이 서서히 발생하도록 유도하였다. 먼저 MTT 
assay를 통하여 세포 독성을 유발하지 않는 범위의 AZT 농
도를 결정하였다. 그리고 이 농도에서 유방암 세포주를 
AZT에 지속적으로 노출시켰고 노출 기간이 증가함에 따라 
세포의 성장이 지연되었고, 세포 성장율도 감소하였다. 세
포주를 약제에 노출시키면서 계속하여 세포 모양을 직접적
으로 관찰하고 염색법에 의해 조사한 결과, 세포 증식이 억
제됨에 따라 세포노화가 증가함을 알 수 있었다. 또한 세포
노화가 증가한 시점 이후부터는 AZT를 처리하지 않은 대
조군 세포와 비교하여 세포사멸 정도도 증가하는 것을 관
찰하였다. 이와 같은 결과에 의하면 AZT에 의해 암세포 성
장이 지연된 이유는 AZT의 영향을 받아 세포노화가 유발
되고, 그 후 세포 주위의 비정상적인 환경에 의해 세포가 
사멸하는 것으로 생각되었다. 
  AZT가 세포주에 영향을 미치는 기전으로는 두 가지가 
있다. 첫째는 역전사 효소 억제작용에 의해 telomere 길이가 
세포 내 허용 범위 이상 짧아지게 되면 세포는 더 이상 분
열을 하지않고 G0로 이르는 세포노화가 유도되는 기전이
다. 둘째는 AZT가 세포 내에서 대사과정을 거친 후 telo-
mere에 직접 끼어 들어가게 되어 DNA 연장을 억제하는 기
전이다. 손상된 세포는 DNA의 이상을 감지하고 이를 회복
하기 위해 cell cycle을 잠시 지연시키고 DNA 이상을 회복
하기 위한 노력을 한다. 이때 회복이 되지 못할 정도로의 
DNA가 손상된 경우 세포는 사멸기전을 유도하여 세포 자
살을 유발하게 된다. 본 연구 결과 세포성장의 지연이 나타
난 시점에서 보아 세포노화의 증가에 뒤이어 나타난 증가된 
세포사멸의 순차적 발현은 이러한 가설을 뒷받침하였다.
  TRAP assay를 이용하여 telomerase의 활성도 비교한 결
과, PD가 증가할수록 AZT에 의해 telomerase의 활성도가 저
해됨을 관찰하였고, 또한 AZT 농도가 높을수록 그 저해정
도가 증가하였다. AZT가 역전사 효소 억제제로서의 본래 
기능에 의해 telomerase의 활성을 억제함을 알 수 있었다. 
  다음 단계로 telomerase에서 주요한 기능을 수행하는 
subunit인 hTERT, hTR, TEP 발현이 telomerase 활성도 변화
에 따라 어떻게 변하는지 비교하였다. hTERT의 발현변화
는 초기 PD부터 나타나 telomerase의 활성정도와 같은 양상
으로 변하였다. Telomerase의 활성도 변화는 hTERT의 발현 
감소가 나타난 시점보다 PD가 좀더 진행된 시점에서 시작
됨으로 미루어, telomerase 활성도 변화가 hTERT에 의해 직
접적으로 영향을 받는다는 것을 알 수 있었다. 그러나 
telomerase의 활성도 저하 정도는 hTERT의 발현 저하 정도
Fig. 9. Time points of initial change 
of biological and genetic phe-
notype in MDA-MB-231.
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보다는 낮아, telomerase 활성화에 hTERT의 발현이 직접적
인 영향을 미치기는 하지만 hTERT의 발현정도가 정확히 
telomerase의 활성도를 대변하지는 않음을 알 수 있었다.
  hTERT가 AZT 투여 초기부터 변하기 시작한데 반하여 
hTR의 경우는 hTERT 발현 변화 후에 변하기 시작하였다. 
이는 hTR이 AZT로부터 직접적인 영향을 받았다기 보다는 
hTERT의 발현 변화에 영향을 받는다고 생각하였다. 아울
러 AZT 투여기간이 증가함에 따라 hTR의 발현은 hTERT의 
변화에 따라 이차적으로 변화함을 관찰하였다. 일반적으로 
hTR은 hTERT보다 다양하게 발현되어 telomerase의 활성이 
나타나지 않는 정상조직이나 암 조직에서도 발현된다(7). 
또한 hTR의 정량적인 발현변화가 telomerase 활성에 직접적
으로 영향을 미치지는 않지만, 일단 발현됨으로써 telomerase
의 활성에 안정성을 유지시켜준다(23).
  그리고 hTERT가 telomerase의 활성에 영향을 미치는 가
장 중요한 요소이지만 매우 다양한 조절 기전에 의하여 변
형되기 때문에(9,10) hTERT 발현만으로 telomerase의 활성
을 가늠할 수는 없다. hTERT와 마찬가지로 hTR 역시 telo-
merase의 구성분 중의 하나로서 telomerase의 작용에 영향을 
미치므로, hTR도 간접적인 telomerase 활성변화의 표지자로 
사용될 수 있다고 생각된다. 즉, AZT에 의해 hTERT가 직접
적으로 활성에 영향을 받은 후 이러한 hTERT의 변화에 의
해 hTR 발현이 간접적으로 영향 받기 때문에 hTR의 변화는 
hTERT의 변화가 이미 나타내고 있음을 제시한다고 하겠
다. 이러한 사실은 telomerase subunits간의 균형이 telomerase 
활성에 영향을 미치는 중요한 요인이 된다는 것을 의미한
다. 즉, telomerase 활성도는 hTERT의 발현변화에 영향을 받
지만 hTR과 hTERT이 함께 작용되어 그 발현정도에 변화를 
나타냄을 확인할 수 있었다.
  hTERT와 hTR 외에 다른 telomerase subunit인 TEP와 telo-
merase 활성에 영향을 미치는 전사조절인자인 c-Myc, Mad1
의 발현변화를 측정하였다. c-Myc의 경우 hTERT와 비슷한 
시점에서 발현이 감소하기 시작하였으며, 발현 변화 양상
은 hTERT의 변화와 일치하였다. c-Myc은 hTERT의 전사를 
조절하는 요소로써 작용하기 때문에(11) AZT가 c-Myc의 발
현에 영향을 주고 c-Myc의 변화가 hTERT의 발현에 직접적
으로 작용함을 의미하였다. Mad1의 발현양상은 특징적이
지는 않지만 AZT 처리에 의해 발현정도가 저해되었으며 
그 저하는 hTERT의 발현 이후에 나타나, 직접적으로 hTERT
의 발현에 영향을 주는 것은 아니라고 생각되었다.
  마지막으로 AZT 작용에 의하여 궁극적으로는 telomere의 
길이가 짧아지는지를 입증하기 위하여 telomere 길이를 측
정하였다. AZT 투여기간이 증가할수록 telomere 길이가 감
소하였다. Telomere가 감소되기 시작하는 시점은 hTERT의 
발현변화 후에 telomerase의 활성이 감소하기 시작한 시점
과 비슷하게 일치하였다. 즉, 세포 내에서 AZT 작용에 의해 
hTERT의 발현 감소가 일어났으며 이는 telomerase의 활성
에 영향을 미치고 그 결과 telomere의 길이가 감소하는 현상
이 일어났음을 확인할 수 있었다.
  MDA-MB231 세포주는 앞서 언급한 것처럼 42PD로 배양
하는 동안 세포는 큰 변화를 보이지는 않았다. 초기 PD에서 
AZT를 지속적으로 투여하는 동안에도 telomerase 활성도 
변화는 없었으며 세포의 성장 속도에도 변화가 없었다. 이
는 세포에서 IC20내의 농도로 AZT를 처리하였으나, 이 농도
의 약제가 세포에 장기적으로 영향을 줄 때 그 반응정도가 
세포주마다 다를 것으로 판단된다. 이는 MDA-MB-231의 
기본 telomerase 활성도가 높고, telomere 길이도 길었다는 
점에 근거할 수 있다. AZT에 의해 telomerase의 활성이 일부 
저해되었더라도 이 현상은 20% 이내의 소수의 세포에서 나
타나는 현상일 뿐 나머지 80% 이상인 대부분의 세포에서는 
telomerase가 왕성한 활성을 나타냈기에 TRAP assay에서 발
현변화 정도를 정확히 관찰할 수 없다고 생각된다. 그리고 
AZT에 의해 약간의 손상을 입었더라도 이를 회복하기 위
한 세포회복기전이 충분히 작동하였다면 세포가 충분히 원
래의 특성만큼 회복이 가능했을 것으로 생각되었다. 즉, 높
은 telomerase 활성과 긴 telomere 구조에 의하여 세포 분열
이 반복되어도 telomere가 허용범위까지 짧아지기까지에는 
오랜 시간이 필요하다고 생각된다. MDA-MB-231에서는 유
전자 수준에서 telomerase subunits의 변화가 나타나고 난 뒤 
telomerase 활성도 변화, telomere 길이 감소 현상이 나타나
면서 동시에 세포 수준의 변화인 세포 성장율의 지연과 세
포노화의 증가, 세포사멸의 증가가 유도되는 현상이 관찰
되었다.
결      론
  Telomerase 억제제인 AZT는 세포노화와 세포사멸을 유
발하며 세포 성장속도를 지연시켰다. Telomerase 유전자의 
변화는 먼저 AZT에 의해 hTERT가 직접적으로 억제되고, 
이때 c-Myc의 발현이 거의 동시에 변화하였다. 이후 hTR, 
TEP의 순으로 발현변화가 유도되고 이와 같은 telomerase 
subunits의 변화 후에 telomerase 활성도와 telomere의 길이가 
순차적으로 변화하는 일련의 반응과정을 확인하였다.
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